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ANTICUERPOS EN LA PRE PARAC I ON DE UN MEDICAMENTO PARA EL 
TRATAM I ENTO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

La presente invencion se relaciona con un metodo de 
5 tratamiento y/o prevencion de enfermedades asociadas 
con la presencia de depositos amiloides, entre las que 
se encuentra la enfermedad de Alzheimer. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

10 

Se conocen ciertos hechos acerca de los fenomenos 

* • 

bioqulmicos y metabolicos asociados con la presencia de : 
la enfermedad de Alzheimer (AD) . Dos cambios 
morfologicos e histbpatologicos observados en cerebros 

15 con enfermedad de Alzheimer son las maranas : 
neurof ibrilares (NFT) y los depositos amiloides. Las : .. 
maranas neurof ibrilares intraneuronales esta presentes : . 
tambien en otras enfermedades neurodegenerativas , pero 
la presencia de los depositos amiloides tanto en los 

20 espacios intraneuronales (placas neuriticas) como en * 9m 
las proximidades de la microvasculatura (placas 
vasculares) parece ser caracteristico de la enfermedad **« 
de Alzheimer. De estas, las placas neuriticas parecen 
ser las mas frecuentes (Price, D.L., y col . , Drug 

25 Development Research (1985) 5:59-68). 

El componente principal de estas placas amiloides es un 
peptido de 4 0-42 aminoacidos denominado peptido 
amiloide A04 . 

30 

El peptido amiloide A04 es un polipeptido originado por 
proteolisis a partir de unas glucoproteinas de membrana 
denominadas proteinas precursoras del peptido amiloide 
Ap4 (pAPP) . Estando estas proteinas, precursoras del 
35 peptido amiloide, constituidas por 695 a 770 



< 
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aminoacidos, siendo todas ellas producidas por el mismo 
gen. 

Se han identif icado dos variantes principales del 
5 peptido amiloide el peptido AP40 y el AP42, de 40 

y 42 aminoacidos respectivamente, que presentan una 
distribucion tisular diferente en condiciones tanto 
fisiologicas como patologicas. Es la variante de 42 
aminoacidos la forma predominante en las placas 
10 amiloides localizadas en cerebros de enfermos de 
Alzheimer. 

Hasta la fecha se han propuesto diferentes posibles 
soluciones hacia una posible vacuna frente a la 
15 enfermedad de Alzheimer. 

En EP526511 se propone la administracion de dosis 
homeopaticas de A|3 a pacientes con AD preestablecida . 
Sin embargo, debido a que las dosis empleadas apenas 
20 varian los niveles de Ap endogeno circulante en plasma, 
no se espera ningun beneficio terapeutico. 

Schenk et al . , (Nature, 1999 ; 400 : 173-177) describe 
la inmunizacion con AP42, de ratones transgenicos 
25 PDAPP, los cuales sobreexpresan APP mutante humana, 

preveniendo la formacion de placas amiloides, distrofia 
neurxtica y astrogliosis . 

En W09927944 (Schenk D.) se describe el tratamiento de 
30 AD por administracion de AP42 a un paciente. 

Un ensayo clinico de fase II en 3 60 pacientes 
diagnosticados con media a moderada AD en 4 paises 
Europeos y Estatos Unidos en el que se empleaba peptido 
35 amiloide AP42 como antigeno, fue discontinuado tras 
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reportarse encefalitis en algunos de los pacientes 
(Scrip Daily Online, 25 Feb 2002, S007455320, The 
Scientist 16[7]:22, Apr. 1, 2002). 

5 El problema de emplear como vacuna una proteina 

endogena (o una proteina presente naturalmente en el 
animal que esta siendo vacunado) , como es en el caso de 
el peptido AP42, el organismo responde fabricando 
anticuerpos f rente a Ap42 y f rente a fracciones mas 

10 cortas que pueden tener tambien funciones fisiologicas 
todavia desconocidas, entre algunos de los posibles 
problemas podemos citar el posible desarrollo de 
enfermedades autoinmunes debido a la generacion de 
anticuerpos f rente a la proteina endogena, dificultad 

15 en la generacion de una respuesta inmune debido al 
fallo del sistema inmune para reconocer antigenos 
endogenos, posible desarrollo de una respuesta 
inf lamatoria aguda . 

20 La presente invencion esta dirigida al tratamiento de 
Alzheimer y otras enfermedades amiloideas por 
administracion de un peptido, de la parte C- terminal de 
A(3, conjugado con una proteina, que en una realizacion 
preferida de la presente invencion dicha proteina es la 

25 hemocianina de lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en 
ingles) . 

EXPLICACION DE LA INVENCION 

30 La presente invencion se relaciona con una vacuna para 
la prevencion y/o tratamiento de la enfermedad de 
Alzheimer y de otras enfermedades amiloideas 
relacionadas . 

35 Segun una realizacion preferida de la presente 
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invencion, se proporciona una vacuna para la prevencion 
y/o el tratamiento de la enf ermedad de Alzheimer y de 
otras enf ermedades relacionadas, que supera las 
desventajas asociadas a usar peptidos, proteinas o 
5 immunogenos endogenos . 

Ejemplos de otras enf ermedades caracterizadas por 
depositos amiloides son Sindrome Hereditario Islandico, 
mieloma multiple, encef alopatias espongif orme, 
10 incluyendo la enf ermedad de Creutzfeldt- Jakob . 

La induccion de una respuesta inmune puede ser activa 
como cuando un immunogeno es administrado para inducir 
anticuerpos que reaccionan con AP en un paciente, o. 
15 pasiva, como cuando es administrado un anticuerpo que 
reacciona por si mismo con AP en un paciente. 

Para los propositos de la presente invencion, los 
siguientes terminos son definidos a continuacion: 

20 - 
El termino w enf ermedades amiloideas relacionadas" 
incluye enfermedades asociadas con la acumulacion de 
amiloide el cual puede estar restringido a un organo, 
amiloidosis localizada, o difundido en varios organos, 

25 amiloidosis sistemica. Amiloidosis secundaria puede ser 
asociada con infecciones cronicas (como p.e. 
tuberculosis) o inflamacion cronica (p.e. artritis 
reumatoide) , Fiebre Mediterranea Familial (FMF) y otro 
tipo de amiloidosis sistemica encontrada en pacientes 

30 en tratamiento de hemodialisis de largo plazo. Formas 
localizadas de amiloidosis incluye , sin limitarse a 
estas, diabetes tipo II y cualquier otra enf ermedad 
relacionada con esta, enfermedades neurodegenerativas 
con SCRAPIE, encefalitis espongiforme bovina, 
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enfermedad de Cretzfeldt- Jakob, enfermedad de 
Alzheimer, angiopatxa amiloide cerebral. 

El termino "inmunizacion pasiva" es utilizado para 
5 referirse a la administracion de anticuerpos o 

fragment os de ellos a un individuo con la intencion de 
conf erirle inmunidad . 

En un primer aspecto, la invencion proporciona el uso 
10 bien de un peptide que actua como inmunogeno o bien de 
un anticuerpo, en la preparacion de un medicamento para 
la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad 
caracterizada por la acumulacion de depositos 
amiloides. Dichos metodos consisten en la induccion de 
15 una respuesta inmune contra un componente peptidico de 
los depositos amiloides en el paciente. Dicha induccion 
puede ser activa por administracion de un immunogeno o 

• m 

pasiva por administracion de un anticuerpo o un 
fragmento activo o derivado de un anticuerpo. 

20 

En una realizacion preferida de la presente invencion, 
la enfermedad es la enfermedad de Alzheimer. 

El medicamento obtenido puede ser empleado tanto en 
25 pacientes asintomaticos como en aquellos que ya 
muestran sintomas de la enfermedad. 

De acuerdo con la presente invencion, las composiciones 
capaces de provocar una respuesta inmune dirigida 

30 contra ciertos componentes de las placas amiloideas son 
efectivas para el tratamiento o prevencion de 
enfermedades relacionadas con depositos amiloides. En 
particular, de acuerdo con un aspecto de la presente 
invencion, es posible prevenir el progreso, disminuir 

35 los sintomas y/o reducir el proceso de deposicion 



• * • 

• • • 
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amiloide en un individuo, cuando una dosis 
inmunoestimulatoria de un peptido o de un anticuerpo 
obtenido a partir de este, es administrado a el 
paciente . 

5 

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, los 
anticuerpos son obtenidos por inmunizacion de mamiferos 
o aves, mediante el empleo de un peptido conjugado a 
una proteina como inmunogeno . 

10 

Segun una forma de realizacion preferida de la presente 
invencion, los mamiferos empleados para su inmunizacion 
pueden ser rumiantes, equidos, lagomorfos, carnivoros, 
primates o cualquier otro animal que permita obtener 
15 cantidades de suero adecuadas como para extraer de este 
suficiente cantidad de anticuerpo- De entre las aves 
empleadas para su inmunizacion podemos citar, no 
considerandose de forma limitativa, las galliformes, 
anseriformes y columbif ormes , entre otras. 

20 

Segun una forma de realizacion preferida de la presente 
invencion, esta proporciona el uso de un peptido 
conjugado a una proteina que actua como inmunogeno para 
la produccion de anticuerpos capaces de reconocer de 

25 forma especifica cualquiera de las variantes 

predominantes del peptido beta amiloide A£40 y AP42 en 
la preparacion de un medicamento para la prevencion y/o 
tratamiento de una enfermedad caracterizada por la 
acumulacion de depositos amiloides en el cerebro de un 

30 paciente. 



Segun una forma de realizacion mas preferida de la 
presente invencion, la proteina utilizada para su 
conjugacion con el peptido es la hemocianina de lapa 
35 (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin en ingles) . 
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De acuerdo con una realizacion aun mas preferida de la 
presente invencion, el peptido es seleccionado entre un 
grupo que consiste en el peptido de SEQ ID NO 1, el 
5 peptido de SEQ ID NO 2, el peptido de SEQ ID NO 3, el 
peptido de SEQ ID NO 4, los peptidos resultantes de 
acortar por eliminacion de los restos de aminoacido de 
los extremos N- terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 1, 
de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4 y los : t# : " 
10 peptidos resultantes de alargar por adicion de los 
restos de aminoacido apropiados para conjugar la 

• * • 

proteina a cualquiera de los peptidos de SEQ ID NO 1, ♦ \. 

de SEQ ID NO 2, de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID NO 4 . 

15 De acuerdo con otra realizacion preferida, el peptido 
es seleccionado entre el grupo constituido por el 
peptido de SEQ ID NO 1, los peptidos con una secuencia 
resultante de eliminar los restos de aminoacido N- 
terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 1 y los peptidos 

« » • 

20 resultantes de afiadir a cualquiera de las secuencias . /. 

precedentes, los restos de aminoacido necesarios para 
la conjugacion de la proteina. '*}*• 

» 

En otra realizacion preferida de la presente invencion, 
25 el peptido es seleccionado entre el grupo constituido 
por el peptido de SEQ ID NO 2, los peptidos con una 
secuencia resultante de eliminar los restos de 
aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 2 y 
los peptidos resultantes de anadir a cualquiera de las 
30 secuencias precedentes, los restos de aminoacido 
necesarios para la conjugacion de la proteina. 



35 



En otra realizacion preferida, el peptido es 
seleccionado entre el grupo constituido por el peptido 
de SEQ ID NO 3, los peptidos con una secuencia 
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resultante de eliminar los restos de aminoacido N- 
terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 3 y los peptidos 
resultantes de anadir a cualquiera de las secuencias 
precedentes, los restos de aminoacido necesarios para 
5 la conjugacion de la proteina. 

Eri 4 otra realizacion preferida, el peptido es 
seleccionado entre el grupo constituido por el peptido 
de SEQ ID NO 4 , los peptidos con una secuencia 
10 resultante de eliminar los restos de aminoacido N- 

terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 4 y los peptidos 
resultantes de anadir a cualquiera de las secuencias 
precedentes, los restos de aminoacido necesarios para 
la conjugacion de la proteina. 

15 

De acuerdo con otra forma de realizacion de la presente 
invencion, esta proporciona el uso de un anticuerpo- o 
un fragmento activo o derivado de un anticuerpo que 
reconoce de forma especifica cualquiera de las 
20 variant es predominant es del peptido beta amiloide, ^A(34 0 
y A|}42 en la preparacion de un medicamento para la ; -' 
prevencion y/o tratamiento de una enfermedad 
caracterizada por la acumulacion de depositos amiloides 
en el cerebro de un paciente. 

25 

Segun una realizacion preferida de la presente 
invencion, el anticuerpo o un fragmento activo o 
derivado del anticuerpo que reconoce de forma 
especifica cualquiera de las variantes predominantes 

30 del peptido A(J, es obtenido a partir de un peptido 

seleccionado a partir de un grupo que consiste en SEQ 
ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, 
opcionalmente acortados por eliminacion de los restos 
de aminoacido de los extremos N- terminal y/o C- 

35 terminal, y opcionalmente alargados por adicion de los 




restos de aminoacido apropiados para conjugar la 
protelna . 

En otra forma de realizacion mas preferida, dicho 
5 anticuerpo o fragmento activo o derivado del 

anticuerpo, es obtenido por inmunizacion de mamiferos o 
aves con un peptido seleccionado entre el grupo 
constituido por el peptido de SEQ ID NO 1, los peptidos [j* 
con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
10 aminoacido N- terminal y/o C- terminal de SEQ ID NO 1 y 
los peptidos resultantes de anadir a cualquiera de las 
secuencias precedentes, los restos de aminoacido : V 

necesarios para la conjugacion de la protelna. 

• > 

15 En otra forma de realizacion preferida, dicho 

* 

anticuerpo o fragmento activo o derivado del 

anticuerpo, es obtenido por inmunizacion de mamiferos o 

aves con un peptido seleccionado entre el grupo ■ 

constituido por el peptido de SEQ ID NO 2, los peptidos 

• * 

20 con una secuencia resultante de eliminar los restos de 

aminoacido N- terminal y/o C- terminal de SEQ ID NO 2 y : " S 

m a a • • 
■ • 

los peptidos resultantes de anadir a cualquiera de las 

« # ■ • ■ 

secuencias precedentes, los restos de aminoacido •] 

■ - - • » 

necesarios para la conjugacion de la proteina. 

25 

En otra forma de realizacion preferida, dicho 
anticuerpo o fragmento activo o derivado del 
anticuerpo, es obtenido por inmunizacion de mamiferos o 
aves con un peptido seleccionado entre el grupo 

30 constituido por el peptido de SEQ ID NO 3, los peptidos 
con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
aminoacido N- terminal y/o C- terminal de SEQ ID NO 3 y 
los peptidos resultantes de anadir a cualquiera de las 
secuencias precedentes, los restos de aminoacido 

35 necesarios para la conjugacion de la proteina. 
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En otra forma de realizacion preferida, dicho 
anticuerpo o fragmento activo o derivado del 
anticuerpo, es obtenido por inmunizacion de mamiferos o 
5 aves con un peptido seleccionado entre el grupo 

constituido por el peptido de SEQ ID NO 4, los peptidos 
con una secuencia resultante de eliminar los restos de 
aminoacido N-terminal y/o C-terminal de SEQ ID NO 4 y 
los peptidos resultantes de ariadir a cualquiera de las 
10 secuencias precedentes, los restos de aminoacido 
necesarios para la conjugacion de la proteina. 

En est a solicitud los aminoacidos se abrevian 
utilizando los codigos de una letra aceptados en • 
15 el campo, en la forma que se muestra a continuacion : 



20 



25 



30 



• • • 



« • • 



• a 

• • ■ 

■ • • • 

a 

• • • t 

a • a a 
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A= 


Ala= 


alanina, 


C= 


Cys= 


cisteina, 

* 


D= 


Asp= 


acido aspartico, 


E= 


Glu= 


acido glutamico, 


F= 


Phe= 


f enilalanina, 


G= 


Gly= 


glicina, 


H= 


His= 


histidina, 


1 = 


Ile= 


isoleucina, 


K= 


Lys= 


lisina, 


L= 


Leu= 


leucina, 


M= 


Met= 


metionina, 


N= 


Asn= 


asparagina. 




Pro= 


prolina 


Q= 


Gln= 


glutamina, 


R= 


Arg= 


arginina, 


S = 


Ser= 


serina, 


T= 


Thr= 


treonina, 


V= 


Val = 


valina, 


W= 


Trp= 


triptof ano, 



• » « • 



• ■ • 



* • 

» • a • • 

• a 

- ■ • • • 

• a 
a • 

a 

* • • • • 

« • » • 
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Y= Tyr= tirosina, 

Las secuencias descritas anteriormente en la presente 
invencion, e identif icadas como SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 
5 2, SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4 se corresponden con las 
siguientes secuencias de aminoacidos : 

SEQ ID NO 1 

SEQ ID NO 2 

10 SEQ ID NO 3 

SEQ ID NO 4 

• • • 

• • • 

Los anticuerpos obtenidos a partir de los peptidos 
anteriores reciben en la presente solicitud los codigos 
15 de SAR-1, SAR-2, SAR-3 y SAR-4 correspondiendose con 

• • • • 

estos como se indica a continuacion: 

SEQ ID NO 1 

SEQ ID NO 2 

20 SEQ ID NO 3 

SEQ ID NO 4 

* • 

• - • • • 

La informacion relativa a la identif icacion de las 
secuenc ias peptidicas, descritas en la presente 
25 invencion, que se acompafia a la presente memoria en 

formato legible por ordenador, es identica al listado 
de secuencias que se presenta acompanando a la memoria. 

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

30 

Figura 1.- Placas amiloides en cerebros con Alzheimer 
detectadas con los anticuerpos SAR-1, SAR-2 , SAR-3 y 
SAR-4 . 



LVFFAEDV . 

• * • 

GLMVGGW 
GLMVGGWIA 

RHDSGYEVHHQK :* 



SAR-2 
SAR-3 
SAR-4 
SAR-1 



• » • 
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Figura 2 . - Western Blot en el que se demuestra la 
especif icidad de los anticuerpos. SAR-3 detecta 
especif icamente la proteina amiloide de 4 0 aminoacidos 
(AE40) , SAR-4 la de 42 aminoacidos (AS42) y SAR-1 las 
5 dos isoformas, pero teniendo mas afinidad por la 

supuestamente mas neurotoxica AJ542. En cada calle se ha 
cargado el peptido indicado (AS40 6 AS42) en la 
cantidad de nanogramos especif icada (10, 100, 200 6 
500) . En los westerns se aprecia tambien que los 
10 anticuerpos SAR-3 y SAR-4 detectan tanto los monomeros 
(mucho mas abundantes) como los dxmeros del peptido 
correspondiente . 



15 



20 



25 



EJEMPLOS 

La presente invencion se ilustra mediante los 
siguientes e j emplos . 

Ejemplo 1. Generacion de los anticuerpos policlonales. 

Los cuatro anticuerpos policlonales fueron generados 
por inmunizacion de conejos New Zealand White contra 
los cuatro peptidos acoplados a KLH que se utilizaron 
como inmunogeno . 



Cada inmunogeno se inyecto en dos conejos, realizandose 
cinco inyecciones: la primera inyeccion intradermica 
del conjugado peptido-KLH en PBS y emulsionados en 
adyuvante completo de Freund y cuatro mas 

30 intramusculares, a modo de dosis de recuerdo en los 

dias 14, 28, 49 y 80, del mismo conjugado peptido-KLH 
en PBS pero esta vez emulsionados en adyuvante 
incompleto de Freund, realizandose la sangria de 
control a los 90 dias para detectar la presencia de los 

35 anticuerpos. 



• • • 

• • • 



• • • 



• • » 

s 



• » 

« • « 

• * • * 



• • • • 

• • • • 



* - . -> 



* 
* 

- • • 



• » 
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Tras la recogida de sangre, se separo el suero y se 
prepurif ico mediante desalado y posteriormente se 
purificaron los anticuerpos por afinidad en una matriz 
compuesta por 1,5 ml de material EMD-Epoxy activated 
(Merck) a la que se anadio 5mg del correspondiente 
peptido. Las fracciones purificadas se estabilizaron en 
0-1% de BSA (Sigma) y se conservaron a 4 °C, pudiendose 
anadir glicerol 20-50% como crioprotector. 

Ejemplo 2. WESTERN-BLOT para AS 

1 . ELECTROFORE SIS 

Se utilizo el metodo de Laemmli, descrito en Current 
Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, 
New York, 1998, modificado para mejorar la separacion 
de peptides pequenos. 

El aparato empleado fue un Miniprotean 3 de Bio-Rad. 



Se utilizo un gel del 15% de acrilamida, mezclando los 
siguientes componentes : 



SOLUCIONES STOCK 


SEPARATING GEL (15 %) 


STACKING GEL 


4 0 % Acrilamida 


3,75 ml 


500 pi 


Tris 3 M pH=*8,45 


3,3 ml 


250 jxl 


Glicerol 


1,05 ml 




Agua 


1,9 ml 


4,2 ml 


SDS 20 % 


50 ixl 


18,6 (xl 


APS 10% 


50 fxl 


25 ixl 


TEMED 


10 /il 


5 fxl 



Se parti6 de disoluciones stock de peptide- AS40 y 42 de 
1 mg/ml. (disueltos en PBS). Se tomo el volumen 
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necesario d e estas soluciones para cada una de las 
muestras y lo llevamos hasta 20 /xl con SBLT (SBL + Tris 
base 2 M) . A continuacion se hirvieron las muestras 
durante 5 minutos para desnaturalizar los peptidos y 
5 eliminar posibles proteasas . 
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Se lleno el centro de la cubeta con tampon catodico y 
el exterior con tampon anodico, siendo la composicion 
de estos tampones las siguientes: 



• • • 



• • • 



Tampon Anodico 

24.2 g Tris base (0.2 M final) 
Diluir a 1 litro con H 2 0 
Ajustar a pH 8 . 9 con HC1 concent rado 
15 Almacenar a 4°C hasta 1 mes 

* — 

Tampon Catodico 

12.11 g Tris base (0.1 M final) 
17.92 g tricine (0.1 M final) 
20 1 g SDS (0.1% final) f 
Diluir a 1 litro con H 2 0 
No ajustar el pH. 
Almacenar a 4°C hasta 1 mes 

25 Finalmente se cargaron las muestras en los pocillos: 2 0 
/zl/pocillo. Utilizando como marcador el Polypeptide 
Standard Kaleidoscope de Bio-Rad, se comenzo la 
migracion a bajo voltaje (3 0 V) , y posteriormente se 
subio hasta los 10 0 V, transcurrida aprox. 1 hora de 

30 electrof oresis 



» • 



• • • 



• • • 



• • » 



• • » 



■ 4 



* • 

t • 

» <• • 
< 



2 . - TRANSFERENCE A A MEMBRANA 




16 

Se transf irieron las protelnas separadas en el gel a 
una membrana de PVDF, mediante el electroblotting. En 
los u librillos" de transf erencia se colocaron: 

5 Lado negro esponja 3 papeles Whatmann (o de 

filtro) gel membrana 3 papeles Whatmann 

esponja lado transparente 

• • • 

• * * 

A continuacion se lleno la cubeta con "electroblotting 
10 buffer" : 

Glicina 38 mM • 
Tris base 50 mM 

Metanol 4 0% : . v 

15 : " 

Se realizo la transf erencia durante 2 horas a 200 mA. 
Durante la transf erencia se mantuvo la agitacion del — 
buffer con agitador magnet ico . 

* • 

» 

20 3.- INCUBACION CON ANTICUERPOS 

* • 
-» 

Los anticuerpos y la leche en polvo se disolvieron en \ : 
PBS-T (PBS + 0,5 % Tween 20), realizandose los lavados \ 
tambien con PBS-T. 
25 Tras la transf erencia se bloqueo la superficie de la 

membrana con solucion 5 % de leche en polvo, durante 1 
hora con agitacion y a temperatura ambiente (RT) 

Tras lo cual se lavo la membrana 2x5 min. a RT. 

30 

A continuacion se incubo con anticuerpo primario (SAR- 
1, SAR-2 , SAR-3 o SAR-4) 1 hora a RT como minimo 
diluido 1:500 en PBS-T. 



35 



Se realizo el lavado de la membrana: 3 x 10 min. a RT 
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Posteriormente se incubo con anticuerpo secundario: 
ant i- cone jo de cabra conjugado a peroxidasa de rabano 
(goat ant i- rabbit -HRP) durante 1 hora a RT (1:10.000 en 
5 todos los casos) . 

Se realize de nuevo el lavado de la membrana: 3 x 10 
min . a RT 

10 4.- REVELiADO 

Tras el ultimo lavado se incubo la membrana con la 
solucion del kit de quimioluminiscencia . Utilizandose 
el kit ECL+Plus de Pharmacia. 

15 

Se envoi vio la membrana en papel celofan y la expusimos 
a film (Hyper film MP de Amersham) de doble emulsion, 
durante distintos tiempos, entre 3 0 seg. y 2 minutps. 

20 Ejemplo 3. Inmunohistoquimica con anticuerpos SAR- 1 , 
SAR- 2 , SAR-3 y SAR -4 en tejido de cerebro humano . 

Las secciones de tejido se fijaron en parafina 
siguiendo los siguientes pasos : 
25 a) fijacion en formol neutro al 10% 

b) deshidratacion por pases sucesivos en 
concentraciones crecientes de alcohol 

c) pases por xilol y parafina, esta ultima en estufa 
de 60-62 °C 

30 d) realizacion de los bloques de parafina, los 

cuales se cortan a 4 micras y se montan en 
portaob j etos 



* 

• • • 



• • * 



• • • 



■ • 



• ♦ • 



« 



• * • • 

• • • • 



« 



» • • 
. . • * 



A continuacion, dichas secciones fueron desparaf inadas 
35 mediante pases por las siguientes soluciones : 
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Xilol 


100% 


10 


minutos 


Xilol 


100% 


10 


minutos 


Etanol 


100% 


5 


minutos 


Etanol 


100% 


5 


minutos 


Etanol 


96% 


5 


minutos 


Etanol 


90% 




5 minutos 


Etanol 


70% 




5 minutos 



* « • 

• « 

PBS 5 minutos X 3 veces 

10 

Posteriormente se trataron de la siguiente forma: 

a) Acido formico al 96% durante 3 minutos en campana de : 

~* • • 

gases y en agitacion. 

b) Lava do rap i do de agua ■ 

• • • 

15 c)Lavados en PBS 2X5 minutos 

OBloqueo de las peroxidases end6ge„as durante 15 

minutos en una solucion formada por 70ml de PBS, 30ml ** mm 

de metanol y 1ml de H202 

e)Lavados en PBS 3X5 minutos 
20 f )Lavados en PBS/T (Triton o Tween-20 al 0,5% en PBS) 3 

» 

X 5 minutos : 

» 

g)Bloqueo de las uniones inespeci f icas con suero de 

• a ■ 

cabra (Normal Goat Serum) diluido 10:100 en PBS/T \ 

* * 

durante dos horas 
25 h) Incubacion de los anticuerpos primarios toda la noche 
a 4 ° C en camara humeda : 

SAR-l....Dilucion 1:150 en PBS 
SAR-2.... Dilucion 1:1500 en PBS 
SAR-3.,.,Dilucion 1:1500 en PBS 
30 SAR-4.... Dilucion 1:2000 en PBS 

i ) Lavados de PBS/T 3X5 minutos 

j ) Incubacion en anticuerpo secundario (anti-conejo de 
cabra) diluido 1:200 en PBS durante 45 minutos 
k) Lavados de PBS 4X5 minutos 
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Dlncubacion del ABC (complejo avidina-biotina) de 
Vector Labs a una dilucion de 1:100 en PBS/T durante 45 
minutos en oscuridad, manteniendose esta condicion 
hasta finalizar el revelado 
5 m) Lavados de PBS 3X5 minutos 

n) Revelado en diaminobencidina (DAB) . 

Se controlo el tiempo emplricamente bajo microscopic 
estereoscopico . Para ello, primero se hizo un lavado en 

10 una solucion de Tris-HCl 0.5 M durante 10 minutos en 
agitacion, para proseguir con la incubacion con un 
sustrato diaminobencidina (DAB) diluida en Tris-HCl 
0.05M y a la que se anade 0.5 /xl/ml de H202 a 4°C. Una 
vez finalizada la reaccion se realizaron tres lavados 

15 en PBS a 4°C de 5 minutos cada uno y se procedio a la 
deshidratacion en etanol al 70%, 90% y 100% durante 2 
minutos cada uno, pase por xilol de 4 minutos y otro 
pase de xilol de 2 minutos, hasta que se montaron con 
Eukitt para su observacion al microscopio . 

20 1 

Listado de Secuencias. 
NUMERO DE SECUENCIAS: 4 

25 

I NFORMAC I ON SOBRE LA SECUENCIA 1 : 

CARACTERI STI CAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 8 
TIPO: aminoacido 
30 TIPO DE MOLECULA: peptide 

FUENTE: Sxntesis Qulmica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
35 1 5 
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INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 2: 

CARACTERI ST I CAS DE LA SECUENCIA: 
LONGITUD: 8 
5 TIPO: aminoacido 

TIPO DE MOLECULA: peptido 
FUENTE : Sintesis Quimica 
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 2 
10 Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 
1 5 



• ♦ • 
m • i 

« • • 

• • • 



» • 
* • f 



• • % 

9 • • 
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INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 3 : 

CARACTERI ST I CAS DE LA SECUENCIA: 

15 LONGITUD: 10 

TIPO: aminoacido 

TIPO DE MOLECULA: peptido 

FUENTE: Sintesis Quimica 

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 

20 SEQ ID NO 3 

» 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val lie Ala 
15 10 



« « 



• • i 



INFORMACION SOBRE LA SECUENCIA 4 : 
25 CARACTERI ST I CAS DE LA SECUENCIA: 

LONGITUD: 12 
TIPO: aminoacido 
TIPO DE MOLECULA: peptido 
FUENTE: Sintesis Quimica 
30 DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 
SEQ ID NO 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 



35 



21 



REIVINDICACIONES 



1. El uso de un peptido conjugado a una protelna que 
actua como inmunogeno para la produccion de 

5 anticuerpos capaces de reconocer de forma 

especlfica cualquiera de las variantes 
predominant es del peptido beta amiloide A04O y A(342 
en la preparacion de un medicamento para la 
prevencion y/o tratamiento de una enfermedad 
10 caracterizada por la acumulacion de depositos 

amiloides en el cerebro de un paciente. 

2 . El uso segun la reivindicacion anterior 
caracterizado porque la enfermedad es la enfermedad 
de Alzheimer. 

15 3 . El uso segun la reivindicacion anterior 1, 

caracterizado porque la proteina es la hemocianina 

de lapa (KLH) . 
4 . El uso segun cualquiera de la reivindicaciones 

anteriores 1 a 3, caracterizado porque el peptido 
20 es seleccionado a partir de un grupo que consiste 

en : 

el peptido de SEQ ID NO 1 , el peptido de SEQ 
ID NO 2, el peptido de SEQ ID NO 3, el 
peptido de SEQ ID NO 4; 

25 - los peptidos resultantes de acortar por 

eliminacion de los restos de aminoacido de 
los extremos N-terminal y/o C-terminal de 
SEQ ID NO 1, de SEQ ID NO 2 , de SEQ ID NO 3 
o de SEQ ID NO 4; 

30 y los peptidos resultantes de alargar por 

adicion de los restos de aminoacido 
apropiados para conjugar la proteina a 
cualquiera de los peptidos de SEQ ID NO 1, 
de SEQ ID NO 2 , de SEQ ID NO 3 o de SEQ ID 

35 NO 4. 
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El uso segun la reivindicacion anterior 4, 
caracterizado porque el peptide es seleccionado 
entre el grupo constituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 1; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 1; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 
El uso segun la reivindicacion anterior 4, 
caracterizado porque el peptido es seleccionado 
entre el grupo constituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 2; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N- terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 2; 
y los peptidos resultantes de afiadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 
El uso segun la reivindicacion anterior 4, 
caracterizado porque el peptido es seleccionado 
entre el grupo constituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 3; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 3; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 
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El uso segun la reivindicacion anterior 4, 
caracterizado porque el peptido es seleccionado 
entre el grupo constituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 4; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N- terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 4; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la protelna. 
El uso de un anticuerpo o un fragment o activo o 
derivado de un anticuerpo que reconoce de forma 
especifica cualquiera de las variantes 
predominantes del peptido beta amiloide, Ap40 y 
A£42 en la preparacion de un medicamento para la 
p revenc i<5 n y/o tratamiento de una enfermedad 
caracterizada por la acumulacion de depositos 
amiloides en el cerebro de un paciente ..... 
El uso segun la reivindicacion anterior ;,9, 
caracterizado porque la enfermedad es la enfermedad 
de Alzheimer. 

El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores 9 a 10, caracterizado porque el 
anticuerpo o un fragmento activo o derivado del 
anticuerpo que reconoce de forma especifica 
cualquiera de las variantes predominantes del 
peptido AP, es obtenido a partir de un peptido 
seleccionado a partir de un grupo que consiste en 
SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, 
opcionalmente acortados por eliminacion de los 
restos de aminoacido de los extremos N-terminal y/o 
C-terminal, y opcionalmente alargados por adicion 
de los restos de aminoacido apropiados para 
conjugar la protelna. 
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12. El uso segun la reivindicacion 9, caracterizado 
porque dicho anticuerpo o fragmento activo o 
derivado del anticuerpo, es obtenido por 
inmunizacion de mamiferos o aves con un peptido 

5 seleccionado entre el grupo constituido por: 

el peptido de SEQ ID NO 1; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 1; 
10 y los peptidos resultantes de afiadir a 

cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina . 

13. El uso segun la reivindicacion 9, caracterizado 
15 porque dicho anticuerpo o fragmento activo o 

derivado del anticuerpo, es obtenido por 
inmunizacion de mamiferos o aves con un peptido 
seleccionado entre el grupo constituido por: 
el peptido de SEQ ID NO 2; 
20 - los peptidos con una secuencia resultante de 

eliminar los restos de aminoacido N- terminal 
y/o C-terminal de SEQ ID NO 2; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
25 los restos de aminoacido necesarios para la 

conjugacion de la proteina. 

14. El uso segun la reivindicacion 9, caracterizado 
porque dicho anticuerpo o fragmento activo o 
derivado del anticuerpo, es obtenido por 

30 inmunizacion de mamiferos o aves con un peptido 

seleccionado entre el grupo constituido por: 
el peptido de SEQ ID NO 3; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N-terminal 
35 y/o C-terminal de SEQ ID NO 3; 
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y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para la 
conjugacion de la proteina. 
El uso segun la reivindicacion 9, caracterizado 
porque dicho anticuerpo o fragmento activo o 
derivado del anticuerpo , es obtenido por 
inmunizacion de mamiferos o aves con un peptide 
seleccionado entre el grupo constituido por: 
el peptido de SEQ ID NO 4; 

los peptidos con una secuencia resultante de 
eliminar los restos de aminoacido N- terminal 
y/o C- terminal de SEQ ID NO 4; 
y los peptidos resultantes de anadir a 
cualquiera de las secuencias precedentes, 
los restos de aminoacido necesarios para- la 
conjugacion de la proteina. 
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<160> 4 

<170> Patentln version 3.1 
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<213> Sintesis Quimica 

<400> 1 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val 
1 5 
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<210> 2 
<211> 8 

<212> PRT -* ' 

<213> Sintesis Quimica ^ 

• • # 

<400> 2 X!. 

• 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val * \ 

15 \ 



<210> 3 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
<400> 3 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val lie Ala 
15 10 



<210> 4 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sintesis Quimica 
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<400> 4 

Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
1 5 10 



P&gina 2 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
□^FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

CXlines OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

* 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



